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論　文　の　内　容　の　要　旨
目的：
　近年，爆薬の原料である　2，4，6-トリニトロトルエン（TNT）による健康被害が中国や米国において社
会問題化している。その中の循環器障害の詳細なメカニズムを解明するため，内皮型 NOS（eNOS）活性の
変化とそれに対する生体応答について検討する事を本研究の目的とした。
対象と方法：
　酵素液としてウシ大動脈血管内皮細胞（BAECs）分画を用いた。eNOS活性は [3H]アルギニンから [3H]
シトルリンへの変換量を活性とし測定した。細胞毒性はBAECsにTNTを暴露後，MTT法を用いて検討した。
eNOS及び Aktリン酸化の発現変動は，リン酸化特異的抗体を用い，ウェスタンブロット法を用いて検討し
た。活性酸素種（ROS）産生は，DCFH-DAに由来する蛍光を蛍光顕微鏡で観察，撮影した。
結果：
①  BAECsから採取した膜分画を用いた結果，TNTは eNOSを濃度依存性的に阻害した（IC50 = 49.4 µM）。
TNTをラット腹腔内に投与すると，用量依存的な血圧の上昇が観察された。TNTによって生じる高血圧
は，NOS阻害薬であるアミノグアニジン処理によって増強される傾向が認められた。
②  TNTを BAECsに暴露しても eNOSたんぱく質の発現誘導は殆ど観察されなかったが，暴露直後から
eNOS活性化に関係する 1179番目のセリンのリン酸化が亢進していた。また，eNOSの 1179番目のセ
リンのリン酸化を促す Aktのリン酸化（473番目のセリン）も観察された。TNT暴露によって生じる
eNOS及び Aktのリン酸化は phosphoinoside 3-kinaseの阻害薬である wortmanninや LY294002前処置に
より抑制された。
③  TNTに暴露された BAECs中に ROSの産生が認められた。TNTによる ROS産生，eNOS及び Aktのリ
ン酸化は，抗酸化剤 N-アセチルシステイン及び polyethylene glycol-catalase及び NADPH oxidase阻害薬
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の前投与により抑制された。
考察：
　TNTのラット腹腔内投与による用量依存的な血圧上昇反応は，TNTによる eNOS発現ではなく，eNOS
活性阻害を介した NO産生低下が原因であると考えられる。一方，TNTの培養内皮細胞への暴露により
PI3K→ Akt→ eNOSのリン酸化経路が活性化されることが，TNTによる eNOS（Ser1179），Akt（Ser473）
のリン酸化誘導，これらのリン酸化が PI3Kの阻害薬により抑制されたことから明らかとなった。更に，
TNTに暴露した培養内皮細胞中で ROSの産生上昇，ROSスカベンジャー（NAC，PEG-CAT）の前処置に
より eNOS及び Aktのリン酸化が阻害されたことから，PI3K→ Akt→ eNOS経路が TNTにより産生され
た ROSにより活性化されていることを示唆した。TNTによる ROS産生及び eNOS，Aktのリン酸化が，ア
ポシニン前処置により各々抑制されたこと，また NOSの阻害薬（L-NAME）では阻害されないことから，
TNTにより産生した ROSは，NOSではなく NADPH oxidase由来であることが示唆された。
結論：
　本研究の結果より，TNTは eNOS活性阻害による NO産生低下，及び NADPH oxidase由来の ROSを産
生することにより，定常レベルの血管圧調節系がかく乱されて血圧上昇を引き起こすと考えられた。血管
内皮細胞は，TNTにより産生された ROSが eNOSのリン酸化を促進し，NO/cGMP系を亢進させることで
TNTにより生じる eNOS不活化，及びそれにより引き起こされる血圧上昇作用に対し抑制をかける応答シ
ステムを所有していることが示唆された。このような内皮細胞の NO産生減少に対する応答システムは，以
前筆者らが報告した神経細胞の nNOSに対する応答システム（nNOS発現上昇）とは異なることから，細胞
あるいは NOS分子種特異的であることが示唆された。
審　査　の　結　果　の　要　旨
　本論文の内容は，筆者らが中国の爆薬工場従事者のフィールド調査により明らかにした TNT慢性暴露に
よる循環器疾患，特に血圧調節機構破綻のメカニズムを，eNO活性と NO産生，及び ROS産生との関わり
から分子生物学 /生化学的に明らかにしたものであり，その前半は雑誌 Arch Toxicol（2005）へすでに掲載
されている。さらに，本研究の結果は TNTの解毒薬や代謝促進薬の開発，TNTによる健康被害に対する治
療に結びつく発展性を有しており，行政施策を含めて広く TNT汚染に対する対策に大きく貢献する貴重な
基礎研究である。
　よって，著者は博士（医学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
